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L RIASSUNTO 




L'associazione terapeutica di N-acetil-cisteina con Doxorubicina mostra un notevole effetto sinergico 
nell'inibizione della formazione di metastasi tumorali. 

Vengono descritte composizioni farmaceutiche che contengono l'associazione e kit idonei per la 

somministrazione dei due farmaci. 
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"Composizione farmaceutica atta ad inibire la formazione di metastasi tumorali" 

Descrizione 

La presente invenzione riguarda una composizione farmaceutica ad attivita 
antitumorale e piu in particolare riguarda un'associazione tra Doxorubicina ed N- 
acetil-cisteina particolarmente utile nel combattere la diflusione di metastasi 
tumorali. 

La N-acetil-cisteina (The Merck Index, 11a Ed., N. 82, pag. 14) (d'ora in avanti 
indicata piu brevemente come NAC) e un noto farmaco precursore del glutatione 
ridotto (GSH) al quale, negli ultimi anni, sono state riconosciute utili proprieta 
nella prevenzione dei tumori [De Flora S. et al., J. Cell. BiochenL Suppl., 22, 33 
(1995)]. 

La NAC e in fase di sperimentazione clinica per quest'ultimo uso [KellofF G.J. et 
al, J. Cell. Biochem. Suppl., 20, 63 (1994)]. 

Recenti studi hanno anche evidenziato come la NAC possa esercitare meccanismi 
protettivi anche nelle fasi piu avanzate di cancerogenesi (invasione e metastasi) 
[Albini A. et aL, Int. J. Cancer, 61, 121 (1995)]. 

La Doxorubicina (The Merck Index, 11a Ed., N. 3428, pag. 540) (d'ora in avanti 
indicata brevemente come DOX) e un antibiotico antraciclinico dotato di attivita 
antitumorale ed ampiamente usato in terapia. 

L'impiego della DOX e limitato dal fatto che essa pud causare cardiopatie 
congestizie potenzialmente letali. 

E f stato evidenziato come la NAC sia in grado di attenuare la cardiotossicita della 
DOX nei topi senza ridxune Fefficacia terapeutica. [Doroshow J.H. et al., J. Clin. 
Invest., 68, 1053 (1981)]. 

Abbiamo ora sorprendentemente trovato che esiste un sinergismo tra NAC e DOX 
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nell'inibizione della formazione di metastasi tumorali. 

Costituisce pertanto oggetto della presente invenzione una composizione 
farmaceutica contenente N-acetil-cisteina e Doxorubicina in quantita efficaci nel 
manifestare un effetto sinergico nell'inibizione della formazione di metastasi 
tumorali. 

Costituisce un secondo oggetto della presente invenzione un kit comprendente N- 
acetil-cisteina e Doxorubicina in quantita sinergisticamente efficaci nell'inibizione 
della formazione di metastasi tumorali nonche un mezzo idoneo per la loro 
somministrazione. 

Costituisce un ulteriore oggetto della presente invenzione un processo per la 

preparazione di una composizione farmaceutica contenente N-acetil-cisteina e 

Doxorubicina per Tinibizione della formazione di metastasi tumorali. 

L'attivita inibente la formazione di metastasi tumorali e stata valutata nelTanimale 

da esperimento sia in 4 studi di metastasi sperimentali che in 4 studi di 

tumorigenicita e metastasi "spontanee". 

D dettaglio degli esperimenti e riportato nell'esempio 1. 

In generale il trattamento con solo DOX non ha ridotto significativamente il 
numero di metastasi rispetto ai controlli negli esperimenti eseguiti, se non alia dose 
di 10 mg/kg peso corporeo iniettata e.v. (metastasi sperimentali) ed alia dose di 2 
mg/kg peso corporeo iniettata i.p. (tumorigenicita e metastasi spontanee). 
Negli esperimenti di metastasi sperimentali la NAC da sola ha ridotto 
significativamente il numero di metastasi solo quando somministrata 
eongiuntamente alle cellule tumorali infestanti mentre ha dimostrato effetti 
protettivi significativi in tutti gli esperimenti di tumorigenicita e metastasi 
spontanee. 
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Un notevole effetto sinergico e stato invece osservato in ambedue i tipi di studi, 
somministrando sia NAC che DOX, e questo effetto risulta essere particolarmente 
elevato quando la DOX viene somministrata per via endovenosa. 
La NAC pud essere somministrata sia oralmente che per via endovenosa anche 
congiuntamente alia DOX. 

Negli aspetti pratici del trattamento, la NAC e la DOX vengono preferibilmente 
somministrate congiuntamente in una opportuna composizione farmaceutica. 
Esempi di specifiche forme farmaceutiche adatte alia somministrazione congiunta 
dei due farmaci sono le soluzioni iniettabili eventualmente da approntare al 
momento delTuso. 

Le composizioni possono contenere un solvente inerte biologicamente compatible, 

preferibilmente l'acqua stessa, un tamponante ed eventualmente altri additivi. 

Le quantita di NAC e DOX per singola dose verranno modulate in funzione dello 

stato del paziente, del tipo di tumore, della gravita e dello stadio della malattia. 

In generale la NAC verra impiegata in dosi comprese tra 100 mg ed alcuni grammi, 

anche fino a 6 g/die in una o piu somministrazioni. 

La dose di DOX sara quella sufficiente ad esprimere un effetto sinergico con la 

NAC e sara nelTordine di 1-10 mg/kg di peso corporeo, anch'essa in una o piu 

somministrazioni. Ogni singola dose potra contenere 1-50 mg di DOX. 

La preparazione estemporanea della soluzione iniettabile puo essere eseguita 

miscelando due opportune soluzioni dei farmaci al momento delTuso. 

Un kit adatto pbtrebbe comprendere le soluzioni dei due farmaci, un mezzo adatto 

per la loro miscelazione ed una siringa per iniezione. Alternativamente la siringa 

potrebbe contenere una delle due soluzioni e la miscelazione potrebbe awenire 

all'interno della siringa stessa. 
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Alternativamente ancora il kit potrebbe contenere una siringa pre-riempka con la 
soluzione da iniettare, al fine di ridurre al minirao le operazdoni da eseguire da parte 
del personale medico, a causa delle ben nota pericolosita della DOX. 
Nell'ipotesi in cui la terapia antitumorale preveda 1'uso congiunto di DOX con altri 
farmaci ad attivita anti-tumorale quali ciclofosfammide, cis-platino, bleomicina, non 
si prevedono particolari controindicazioni alia somministrazione anche di NAC. 
Owiamente sara opportuno verificare la compatibility chimica della NAC con detti 
farmaci nel caso si intenda somministrare la NAC congiuntamente ad essi in 
un'unica forma farmaceutica insieme alia DOX. 

Con lo scopo di meglio illustrare la presente invenzione vengono fomiti ora i 
seguenti esempi. 

Esempio 1 

Materiaii e metodi 

Farmaci 

La DOX e stata usata sotto forma di prodotto commerciale iniettabile, contenente 
10 mg di farmaco per fiala (Adriblastina®, Farmitalia - Carlo Erba, Milano, Italia), 
sciolto in acqua distillata al moment o dell'iniezione. Negli esperimenti in cui era 
prevista la somministrazione orale, la NAC e stata usata sotto forma di prodotto 
commerciale contenente 200 mg di NAC per confezione (Fluimucil®, Zambon 
Italia, Vicenza), sciolto direttamente nell'acqua potabile dei topi. Negli esperimenti 
che prevedevano la somministrazione parenterale (i.p. o e.v.) di NAC, e stato 
utilizzato un reagente per laboratorio puro al 98% (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO, U.S.A.), sciolto in tampone fosfato (PBS), pH 7,4, ed ulteriormente portato a 
neutralita mediante NaOH 0,1 N (esperimenti di metastasi "spontanee") oppure in 
NaCl 0.15 M, portando la soluzione a pH 7,0 (esperimenti di metastasi 
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sperimentali). 
Animali 

sono stati usati in totale 385 topi adulti (Charles River, Calco, Como, Italia) di cui 
196 topi nudi (CD-l)BR femmine, dell'eta di 7 settimane, del peso medio di 25 g e 
189 topi C57BL/6 femmine dell'eta di 6-8 settimane, del peso medio di 20 g, 
impiegati rispettivamente negli esperimenti sulle metastasi sperimentali ed in quelli 
sulle metastasi "spontanee". I topi (CD-l)BR sono stati tenuti in gabbie sterili con 
coperchio filtrante, in numero di 3 animali per gabbia, alia temperatura ambientale 
di 26-28°C, con un'umidita relativa del 55%, una ventilazione di 12-15 ricambi di 
aria/h ed un ciclo giorno/notte di 12 ore; i topi C57BL/6 sono stati stabuiati in 
numero di 5 animali per gabbia, alia temperatura di 25-27°C, con un'umidita 
relativa del 50% ed un ciclo giorno/notte di 12 ore. I topi (CD-l)BR hanno 
ricevuto una dieta speciale sterilizzata sotto vuoto (Mucedola S.r.l., Settimo 
Milanese, Milano, Italia) ed acqua potabile sterilizzata; i topi C57BL/6 hanno 
ricevuto una dieta standard per roditori (MIL Topi e Ratti, Morini, S. Polo d'Enza, 
Reggio Emilia, ItaUa) ed acqua potabile ad libitum per tutta la durata degh 
esperimenti. Negli esperimenti che prevedevano il sacrificio dei topi ad un tempo 
fisso, I'uccisione e awenuta mediante anestesia con etere etihco e successiva 
dislocazione cervicale. La stabulazione e tutti i trattamenti degh animali sono stati 
eseguiti in ottemperanza delle direttive nazionah e comunitarie (D.L. 27.01.1992 
N. 116;Direttiva 86/609/CEE). 
Esperimenti di metastasi sperimentali 

In quest o tipo di esperimento le ceUule tumorah sono state iniettate nella vena 
laterale della coda, in modo tale da evitare la formazione di tumori primari e 
realizzare direttamente la disseminazione di metastasi nei polmoni. sono state 
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utilizzate cellule di melanoma murino B16-F10, risospese in terreno MEM di Eagle 
senza siero, ed iniettate e.v. in un volume di 100 jjl (5 x 10 4 cellule/topo). Come 
riportato nella Tabella 1, in cui viene indicate* anche il numero di topi inclusi in 
ogni gruppo sperimentale, in ogni esperimento sono stati sempre previsti 4 gruppi, 
e cioe un gruppo di controllo (topi non trattati oppure trattati con NaCl 0,1 5M), 
un gruppo di topi trattati solo con DOX, un gruppo di topi trattati solo con NAC 
ed un gruppo di topi trattati con i due farmaci combinati. 

In particolare, nelTesperimento #1 la DOX e stata iniettata in singola dose (5 
mg/kg peso corporeo) per via i.p. 24 ore dopo Finiezione delle cellule tumorali, 
mentre la NAC e stata somministrata con l'acqua potabile tutti i giorni, alia dose 
calcolata di 2 g/kg peso corporeo, cominciando 3 giorni prima dell'iniezione delle 
cellule tumorali e proseguendo per tutta la durata deU'esperimento. 
Nell'esperimento #2 la DOX e stata iniettata in singola dose (10 mg/kg peso 
corporeo) per via e.v. 3 giorni dopo I'iniezione delle cellule tumorali, mentre la 
NAC e stata somministrata quotidianamente per via i.p.(l g/kg peso corporeo), a 
partire da 8 ore prima dell'iniezione delle cellule tumorali e proseguendo per 8 
giorni. 

Nell'esperimento #3 sia la DOX che la NAC sono state iniettate per via e.v. 24 ore 
dopo l'iniezione di cellule tumorali, rispettivamente alle dosi di 1 mg/kg peso 
corporeo e 6,5 mg/kg peso corporeo; pertanto nel trattamento combinato i due 
farmaci sono stati iniettati dopo essere stati mescolati nella stessa siringa. 
NelTesperimento #4, in cui i gruppi dei controlli e della DOX erano gli stessi 
deU'esperimento #3, la NAC e stata iniettata per via e.v. insieme con le cellule 
tumorali, sciolta nel terreno di coltura alia concentrazione 10 mM. 
Nell'ambito di ogni esperimento, tutti i topi sono stati uccisi al momento della 
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morte "naturale" del primo animale in cui venisse riscontrata la presenza di 
metastasi polmonari, e cioe a distanza di 25 giorni (esperimento #1), 27 giomi 
(esperimenti #3 e #4) e 29 giorni (esperimento #2) dalTiniezione delle cellule 
tumorali. A questi tempi e stata eseguita l'autopsia. I polmoni sono stati prelevati, 
lavati in PBS e fissati in formalina tampanota. II numero totale di tumori visibili 
sulla superficie dei polmoni e stato valutato con 1'aiuto di un micro scopio da 
dissezione. 

Esperimenti di tumorigenicita e metastasi "spontanee" 

In questo tipo di esperimento, cellule di melanoma murino B16-BL6 sono state 
iniettate s.c. nel cuscinetto plantare della zampa posteriore destra (5 x 10 5 
cellule/topo nelTesperimento #5, 2 x 10 5 cellule/topo negli esperimenti #6, #7 e #8. 
Con tale tecnica si forma un tumore primario nella sede di iniezione, da cui parte la 
disseminazione di metastasi ai polmoni. 

Anche in questi esperimenti sono stati presi in considerazione 4 gruppi. In tutti gli 
esperimenti la NAC e stata somministrata con l'acqua potabilel, alia dose di 2 g/kg 
peso corporeo, iniziando 48-72 ore prima delTiniezione delle cellule tumorali e 
proseguendo fino al termine di ogni esperimento. NelTesperimento #5 la DOX e 
stata somministrata per via i.p. (2 mg/kg peso corporeo), 24 ore dopo Tiniezione 
delle cellule tumorali. Negli esperimenti #6, #7 e #8 la DOX e stata invece 
somministrata per via e.v. (10 mg/kg peso corporeo), 24 ore (#6 e #7) o 7 giorni 
(#8) dopo Tiniezione delle cellule tumorali. 

Negli esperimenti #5, #7 e #8 i topi sono stati tenuti fino a morte spontanea, in 
modo da avere indicazioni anche per quanto riguarda I'efFetto dei trattamenti sulla 
soprawivenza. Sia i tumori primari (frequenza e peso) che le metastasi polmonari 
(frequenza e numero) sono stati pertanto valutati al momento della morte. 
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NelTesperimento #6 si e invece proceduto, 4 settimane dopo l'iniezione delle cellule 
tumorali, alia rimozioae della zampa interessata dal tumore primario. Dopo altre 4 
settimane gli animali sono stati uccisi, i tumori che avevano recidivato nel moncone 
della zampa sono stati escissi e pesati, e le metastasi polmonari sono state contate. 
Analisi statistica 

In ogni esperimento e stata verificata la significativita delle eventuali variazioni dei 
parametri esaminati nei topi trattati singolarmente con DOX oppure con NAC 
rispetto ai controlli. Inoltre gli effetti del trattamento combinato sono stati valutati 
sia rispetto ai controlli che rispetto ad ogni trattamento singolo. 
La significativita delle variazioni di frequenza di topi portatori di tumore primario, 
recidiva locale o metastasi polmonari e stata valutata mediante il test esatto di 
Fisher. La significativita delle variazioni del peso medio dei tumori primari e delle 
recidive locali, del numero medio di metastasi polmonari e dei giorni medi di 
soprawivenza e stata valutata sia mediante test t di Student che mediante test non 
parametrico U di Mann-Whithney. Inoltre negli esperimenti #7 e #8 la 
soprawivenza dei topi nell'ambito di ogni gruppo sperimentale e stata confrontata 
quotidianamente mediante analisi del y^-. 
Risultati 

Metastasi sp erimentali 

Sono stati eseguiti quattro esperimenti, due dei quali parzialmente sovrapponibili 
(#3 e #4) alio scopo di valutare gli effetti individuali e combinati di NAC e DOX 
sull'induzione di metastasi sperimentali. In tutti gli esperimenti sono state iniettate 
e,v. 5 x 10 4 cellule di melanoma murino B16-F10 in topi nudi femmine (CD- 
1)BR. Quando si e verificata la prima morte spontanea, tutti gli animali nell'ambito 
dell'esperimento sono stati sacrificati e sono state contate le metastasi polmonari. I 
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risultati di questi esperimenti sono riassunti nella Tabella 1. 

NelTesperimento #1 la DOX e stata somministrata in una singola iniezione i.p. (5 
mg/kg peso corporeo) 24 ore dopo Tiniezione delle cellule tumorali. La NAC e 
stata somministrata quotidianamente con l'acqua potabile (2 g/kg peso corporeo), 
iniziando 3 giorni prima dell ! iniezione delle cellule tumorali e continuando fino alia 
fine delTesperimento. In queste condizioni, in confronto ai topi di controllo iniettati 
con le cellule tumorali ma senza ulteriori trattamenti, la DOX e la NAC hanno 
diminuito la molteplicita delle metastasi polmonari rispettivamente di 4,1 volte ed 
1,3 volte. Tale diminuzione non e risultata tuttavia statisticamente significativa. II 
trattamento combinato ha diminuito le metastasi polmonari di 5 volte, con una 
differenza rispetto ai controlli prossima alia soglia di significativita statistica. 
NelTesperimento #2 la DOX e stata somministrata in una singola iniezione e.v. (10 
mg/kg peso corporeo) 3 giorni dopo l'iniezione delle cellule tumorali. Questo 
trattamento ha causato una diminuzione significativa sia delle frequenza di topi 
affetti da metastasi (dal 66,7% al 33,3%) sia del numero medio di metastasi per 
animale, che e stato diminuito di 17,4 volte. La NAC, somministrata 
quotidianamente i.p. (1 g/kg peso corporeo), iniziando 8 ore prima dell'iniezione 
delle cellule tumorali e continuando per gli 8 giorni successivi, non ha modificato la 
frequenza di animali con metastasi ed ha addirittura aumentato la loro molteplicita, 
ma non in misura significativa. La combinazione dei due farmaci ha prodotto effetti 
protettivi molto marcati. Infatti, la frequenza dei topi con metastasi e scesa al 
6,7%, una diminuzione che e risultata non solo altamente significativa nei confronti 
sia dei controlli che dei topi trattati solo con NAC, ma si e anche awicinata al 
livello di significativita nei confronti dei topi trattati solo con DOX. 
A causa del potente effetto osservato con la DOX nelTesperimento #2, nei 
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success™ esperimenti (#3 e #4) questo farmaco e stato somministrato e.v. ad una 
dose 10 volte minore (1 mg/kg peso corporeo), 24 ore dopo Finiezione delle cellule 
tumorali. In queste condizioni la DOX e risultata quasi del tutto ineflBcace nel 
modulare l'induzione di metastasi polmonari. 

NelTesperimento #3 la NAC e stata somministrata e.v. a basso dosaggio (6,4 
mg/kg peso corporeo) 24 ore dopo Finiezione delle cellule tumorali, causando una 
diminuzione apprezzabile (2,8 volte) ma non significativa delle metastasi. La 
combinazione dei due farmaci, mescolati insieme nella stessa iniezione e.v. 24 ore 
dopo le cellule tumorali, ha diminuito la frequenza dei topi affetti da metastasi (dal 
63,6% al 36,4%, non significativo) ed ha ridotto in maniera drastica il numero delle 
metastasi, e precisamente di 61,3 volte rispetto ai controlli (significativo), di 48,7 
volte rispetto ai topi trattati solo con DOX (significativo) e di 32,8 volte rispetto ai 
topi trattati solo con NAC (non significativo). 

NelTesperimento #4 la NAC e stata sciolta in concentrazione 10 mM nel terreno di 
coltura delle cellule tumorali. Questo ha causato una diminuzione significativa delle 
metastasi (14,7 volte) rispetto ai controlli iniettati con cellule tumorali non trattate. 
La successiva iniezione di DOX dopo 24 ore che, come gia ricordato, era di per se 
inefficace, ha determinato un notevole effetto sinergistico. Infatti la diminuzione 
del numero di metastasi e stata pari a 61,3 volte rispetto ai controlli, 48,7 volte 
rispetto alia DOX da sola e 4,2 volte rispetto alia NAC da sola, tutte queste 
differenze sono risultate statisticamente significative. 
Tumorigenicita e metastasi "spontanee" 

Quattro ulteriori esperimenti, due dei quali parzialmente sovrapponibili (#7 e #8), 
sono stati designati alio scopo di valutare gli eflFetti di NAC e DOX, 
individualmente o in combinazione, sulla formazione di tumori primari locali e sulla 
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successiva disseminazione di metastasi polmonari. Topi C57BL/6 femmine hanno 
ricevuto una singola iniezione s.c. di 2-5 x 10^ cellule/topo nel cuscinetto plantare 
della zampa posteriore destra. In tre esperimenti (#5, #7 e #8) gli animali sono stati 
tenuti fino a morte spontanea, quando sono stati registrati il peso dei tumori 
primari ed il numero delle metastasi. NelTesperimento #6 la zampa e stata amputata 
4 settimane dopo l'iniezione delle cellule tumorali ed il tumore primario e stato 
escisso e pesato. Dopo ulteriori 4 settimane tutti gli animali sono stati sacrificati e 
le metastasi polmonari sono state contate. Inoltre, in un certo numero di animali 
sono state osservate recidive locali in corrispondenza del moncone residuo. 
Lesperimento #5 era una prova pilota con un limitato numero di animali. La DOX 
e stata somministrata i.p. (2 mg/kg peso corporeo) 24 ore dopo l'iniezione delle 
cellule tumorali e la NAC e stata somministrata con l'acqua potabile (2 g/kg peso 
corporeo) iniziando 48 ore prima dell ! iniezione delle cellule tumorali e continuando 
fino alia fine delTesperimento. La soprawivenza dei topi non e stata modificata da 
questi trattamenti. L'iniezione di DOX non ha diminuito in misura significativa il 
peso dei tumori primari, mentre ha ridotto significativamente (6 volte) il numero 
delle metastasi polmonari. D peso dei tumori primari e stato piu che dimezzato nei 
topi trattati sono con NAC, riduzione che tuttavia non e risultata statisticamente 
significativa, mentre il numero delle metastasi e risultato significativamente piu 
basso (7,2 volte) rispetto ai controlli La combinazione dei trattamenti con DOX e 
NAC e stata molto efficace nell'inibire in misura significativa la formazione sia dei 
tumori primari (4 volte) che di metastasi polmonari (10,7 volte). 
NelTesperimento #6 i trattamenti erano come descritto per l f esperimento #5, 
eccetto che la dose di DOX e stata portata a 10 mg/kg peso corporeo. II peso dei 
tumori primari 4 settimane dopo l'iniezione delle cellule tumorali e risultato 
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piuttosto basso e non influenzato dai trattamenti singoli con DOX o NAC. II 
trattamento combinato ha invece prodotto un'inibizione significativa e marcata 
della frequenza dei topi affetti da tumore e ancor piu del peso dei tumori primari, 
non solo rispetto ai controlli ma anche rispetto ad ognuno dei due trattamenti 
farmacologici individuali. Analogamente, sia la frequenza che il peso delle recidive 
locali sono risultati piu bassi nei topi che avevano ricevuto il trattamento 
combinato rispetto ai topi di controllo ed ai topi trattati individualmente con i due 
farmaci. Addirittura nessuno dei 12 topi che avevano ricevuto il trattamento 
combinato ha sviluppato metastasi polmonari, cio che ha determinato un crollo 
significativo della loro frequenza in confronto ad ognuno degli altri tre gruppi e del 
loro numero in confronto ai controlli ed ai topi trattati solo con DOX. La 
differenza con i topi trattati sono con NAC non ha invece raggiunto la soglia della 
significativita statistica a causa di una diminuzione di 1,6 volte (non significativa) 
del numero di metastasi polmonari nei topi trattati con questo tiolo. 
La NAC p.o. (2 g/kg peso coiporeo) ha aumentato in maniera notevole la 
soprawivenza dei topi negli esperimenti #7 e #8, come verificato sia valutando i 
tempi medi di soprawivenza in confronto ai controlli (Tabella 2) sia confrontando 
quotidianamente le curve di soprawivenza in questi due gruppi. In minor misura, 
anche la DOX e.v. (10 mg/kg peso corporeo) ha prolungato la soprawivenza 
quando somministrata 24 ore dopo l'iniezione delle cellule tumorah. Questo 
trattamento ha determinato un miglioramento significativo della curva di 
soprawivenza, soprattutto nei primi 50 giorni, ed ha aumentato significativamente 
il tempo medio di soprawivenza (Tabella 2, esperimento #7). II trattamento con 
DOX 7 giorni dopo l'iniezione delle cellule tumorah non ha invece influenzato le 
curve di soprawivenza ne il tempo medio di soprawivenza (Tabella 2, esperimento 



- 14- 



Dott. />tef?no Panossian 



#8). n trattamento combinato con NAC e DOX non ha ulterionnente aumentato la 
soprawivenza rispetto al trattamento singolo con NAC. Tuttavia e degno di nota il 
fatto che i trattamenti combinati hanno migliorato la soprawivenza rispetto ai 
trattamenti singoli con DOX, somministrata 24 ore oppure 7 giorni dopo iniezione 
delle cellule tumorali. E' anche notevole il fatto che la combinazione di NAC con 
DOX (dopo 7 giorni) abbia aumentato il tempo di soprawivenza rispetto ai 
controlli, mentre il singolo trattamento con DOX e risultato inefficace (Tabella 2, 
esperimento #8). 

Nei confronti fra i gruppi esaminati negli esperimenti #7 e #8 e necessario tener 
presente che i tumori primari e le metastasi polmonari sono stati valutati in ogni 
animale al momento della morte. Di conseguenza, nei casi in cui i tempi di 
soprawivenza erano aumentati significativamente, anche dati di cancerogenicita 
simili riflettono uno sviluppo piu lento delle cellule tumorali. A maggior ragione, 
gli effetti protettivi sono ancora piu importanti di quanto deducibile dai confronti 
statistici. In questa luce, le diminuzioni pur non significative del peso dei tumori 
primari, rispetto ai controlli, sono degne di nota nei gruppi di topi trattati con 
NAC, DOX dopo 24 ore o con la combinazione di NAC con ognuno dei due 
trattamenti con DOX, dal momento che il tempo di morte e stato 
significativamente ritardato in tutti questi gruppi. Alio stesso modo, ancora piu 
rimarchevoli sono da considerare le inibizioni significative sia della frequenza (4,8 
volte) che del numero di metastasi polmonari (2,1 volte) nei topi trattati con NAC 
p.o. Un'ulteriore inibizione della molteplicita delle metastasi polmonari e stata 
registrata nei topi trattati sia con NAC che con DOX 24 ore dopo Tiniezione delle 
cellule tumorali. In quest o gruppo il numero di metastasi e risultato 
significativamente piu basso in confront o non solo ai controlli (12,7 volte) ma 
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anche ai topi trattati solo con DOX (14,4 volte), ed e stata notevole seppure non 
statisticamente significativa nei confronti dei topi trattati solo con NAC (5,9 volte). 
Commenti sul sinergismo fra NAC e DOX 

Nei quattro studi sulle metastasi sperimentali i trattamenti variavano per quanto 
riguarda la dose di DOX e la sua via di somministrazione (Lp. oppure e.v.) cosi 
come per la dose di NAC, la sua via di somministrazione (p.o. oppure e.v.) ed i 
tempi di trattamento. 

11 trattamento singolo con DOX ha ridotto in misura significativa il numero di 
metastasi polmonari solo quando iniettata e.v. alia dose di 10 mg/kg peso 
corporeo. 

II trattamento singolo con NAC ha inibito significativamente tale para metro solo 
quando aggiunta al terreno in cui erano risospese le cellule tumorali al momento 
della loro iniezione e.v. nei topi. Questo risultato conferma, anche da un punto di 
vista quantitativo, le conclusioni di un precedente esperimento di caratteristiche 
simili [Albini A. et al., Int. J. Cancer, 61., 121 (1995)]. 

D trattamento combinato con i due farmaci ha invece causato una diminuzione 
significativa delle metastasi polmonari in tutti gli esperimenti (solo nell'esperimento 
#1 la diminuzione e stata vicina alia soglia di significativita statistica). In 
particolare, nell'esperimento #1, Tunico in cui la DOX e stata somministrata i.p., 
l'efficacia del trattamento combinato e stata pressappoco additiva rispetto ai 
trattamenti singoli. Infatti la riduzione del numero di metastasi rispetto ai controlli 
non trattati e stata di 5,0 volte con i due farmaci combinati, 4,1 volte con la sola 
DOX ed 1,3 volte con la sola NAC. Negli altri 3 esperimenti, in cui Tagente 
citotossico e stato somministrato e.v., l'effetto combinato non solo e risultato piu 
che additivo ma addirittura molto piu che moltiplicativo. Infatti, la riduzione del 
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numero di metastasi nei topi trattati con i due fermaci combinati, con la sola DOX 
e con la sola NAC e stata rispettivamente pari a 174,3, 17,4 e 0,5 volte 
nelTesperimento #2, 90,5, 1,3 e 2,8 volte nelTesperimento #3 e 61,3, 1,3 e 14,7 
volte nelTesperimento #4. 

Nei quattro studi di tumorigenicita e metastasi "spontanee" la NAC e sempre stata 
data p.o. ed alia stessa dose (2 g/kg peso corporeo), mentre per la DOX sono stati 
fatti variare dose (da 2 a 10 mg/kg peso corporeo), via di somministrazione (i.p. o 
e.v.) e tempo (1 o 7 giorni dopo Tiniezione delle cellule tumorali). 
D trattamento singolo con DOX ha diminuito in misura significativa il numero di 
metastasi polmonari solo nelTesperimento #5, alia dose di 2 mg/kg peso corporeo 
per via i.p. 

II trattamento singolo con NAC, a conferma dei risultati ottenuti in un precedente 
studio [Albini A. et al., Int. J. Cancer, 61_, 121 (1995)], ha avuto eflfetti protettivi 
significativi negli esperimenti in cui i topi sono stati tenuti fino a morte spontanea 
(#5, #7/8). In particolare, sia nell'esperimento #5 che nelTesperimento #7/8 (il 
gruppo NAC era comune ai due esperimenti), la NAC ha inibito significativamente 
il numero di metastasi polmonari e nell'esperimento #7/8 ha anche ridotto 
significativamente la frequenza di topi aflfetti da metastasi. Inoltre, nell'esperimento 
#7/8 la NAC ha aumentato notevolmente i tempi di soprawivenza degU animali. 
II trattamento combinato con DOX ha avuto eflfetti piu che moltiplicativi 
nell'esperimento #6, in cui sono stati scelti tempi fissi per valutare in tutti gh 
animali i tumori primari (4 settimane), le recidive locali e le metastasi polmonari (8 
settimane). Infatti, la riduzione rispetto ai controlli nei topi trattati con i due 
farmaci combinati, con la sola DOX e con la sola NAC e stata pari a 7,3, 1,4 e 1,0 
volte per quanto riguarda il peso dei tumori primari, 12,5, 1,1 e 0,9 volte per 
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quanto riguarda il peso delle recidive locali, e oo (non vi era neppure una metastasi 
fra i topi che avevano ricevuto il trattamento combinato), 0,7 ed 1,6 volte per 
quanto riguarda il numero di metastasi polruonari. Nell'esperimento #5 le riduzioni 
sono state pari a 4,0, 1,3 e 2,1 volte per quanto riguarda il peso dei tumori primari 
(effetto poco piu che additivo), e pari a 10,7, 6,0 e 7,2 volte per quanto riguarda il 
numero di metastasi polmonari (effetto poco meno che additivo). L'associazione 
della NAC con DOX somministrata 7 giorni dopo l'iniezione delle cellule tumorali 
(esperimento #8), non e risultata particolarmente efficace. L'associazione della 
NAC con DOX, somministrata 24 ore dopo l'iniezione delle cellule tumorali 
(esperimento #7), ha invece prodotto effetti piu che moltiphcativi sulla riduzione 
delle metastasi polmonari (12,7, 0,9, e 2,1 volte rispettivamente nei topi trattati 
con entrambi i farmaci, con la sola DOX e con la sola NAC). 



- 18- 



Dott. Stefaao Panossiar. 



a c/3 

J -H 

2 « 

C5 S 

en 



rrT *— to" n 

+1 -H -H -H 
— ^ ^ as 
rr" cm" o' 
tt ~ 



^ <^ ^ £: 

v© O O o' 

+1 -H +| +| 

fN o" irT °, 

— ' (NO 



+1 -H +] -H 

oo^ <n — rr 

\a os p-T d 

cn <N — 



rr" m" o** o* 

-H +t -H -H 
oo^ ir^ vo 
\cT <n" o r 



es 

CO 

C3 

s 

a 

o 



o 



A 



O 
i 



m O o 



to to to 



to tt m to 



O <N O <N 



— o m o 



cn o m o 



h »T| Tt 



o *r\ 



rr m ^— o 



^ o m o 



M m N Tf 



t m »o r-* 



m o o 



^ o o o 



M >n h tT 



^ m tt 



e2 3 



m - (N m 



to to io to 



s 

€5 



U 

5 



S 

4) 

B 

u 



'C + 



01) 

to 



- O 



00 

a 



to 

I* 

5 O 



< 

z 

+ 

< 2 



, ^ 00 
00 oo 

Sm + 
+ ^ 

o" *~ r 

^ 00 00 

« x y x 
§ o < o 
o z Q 



CM 



, . -a 

CM + 



r\ ~ > 
"~„ > 9> 
5 «) » 

jg < g>CJ> 

z| a < 
~ 8 z 

=5 CS + 
~ x O X 
§ o < o 

U Q Z O 




5 O < O 
U Q Z Q 



5 



Dott. Stefano PanossLai 



)9 



<o 

N 

C 

o 



o 

CO 



CO 


o 




LO 




UJ 






c\T 




+1 


-H 


-H 


-H 


-H 




CO 


CM 


CNJ 


CO 


(medl 


CO 


CO 


cm 

CO 


CO* 
CO 



f 

Z3 

"55 
o 

in 

CD 
X 

to 

CM, 
CD 

-J 

CD 

t 

CO 

a> 



T3 

o 



o 

"9 



C 

8 
5 
I 

CO 

Zj 
as 

r»- 
to 
O 

CD 

*E 
E 

8- 



8. 



iS 

o3 

E 

CD 
-CO 



CD 



CM 

iS 
*c5 

CO 



o 
E 
o 

Q. 

*</> 

CD 



CO 



3 

c 
cd 



ra 
u 

o 
"o 

a: 



CO 



CD 

a. <d 
E 



CO 
IM 

C 
CD 
3 

or 

<D 



ra 

E 



o 
E 



CO 
LU 

s £ 

CD 

°" E 



XT 

CD 



CD 

E 

•c 
o 

CD 



CD 

E 

w 
CD 
Q. 
in 



co co r-^ 
co co" co" r*-T 

-H -H -H -H 

CD CD CO CO 

cd" cd" co" to" 



CO CD 

co" o~ 

CO CD 



*«— co to 
-"-"<*-" o o" 

-H -H -H -H 

CD CD CO 
TJ~ CO" 



O CD 
O* O" CD 



s in cd in 



CM 
+ 



Cl 

03 



o O 



co 

d 
cL 

Cl + 
o X 
< O 
2 Q 



8 



CM CM CO 

cm cm r^T 



-H -H -H 

CM CO CO 



in o m 

^ to" to" 

CO N T 



S N CO CM 

" o" o o 

-H -H -H 

in CM GO CM 

CM CM CM O 



in cn co co 

^ — CO CO CO 

co co in 



CO 


to 




CM 


CD 


CD 


CD 


O 


CD 


O 


cf 


O 


-H 


-H 


-H 


-H 


CO 


t— 


CO 




CM 


CM 


CM 


CD 


cd" 


CD~ 


CD* 


cd" 



CO_ CO CO 

CM CO~ CO~ 
CO CO CO 



co co in cm 



— CO 

cm -c- 

+ CO 

>: T 

^ CL 

p "3-Ci. + 

•E X O X 
o O < O 

o o ~~~ a 



t- O) N 

cm" co" co 

-H -H -H -H 

CM CO CO 

to" " cd~ co" 

m co in 



CO 

co" 



-H 
CO 



co 
co 

■H -H 
to CO 



f**- CO CM CO 

cm" co" co co" 
r-. in 



o> co co to 
o" o" o" o" 

-H -H -H -H 

CD CM CO CD 
CO~ CM ^ CM 



CD CD CD O 
CD~ CD* CD* CD* 
CD CD CD CD 



CM 

+ CM 

> ' 



O 
CL 

9> Q 



p + 

x o x 

o O < O 

O Q "Z Q 



^ CO K O) 

CM CM CO~ CM* 

-H -H -H -H 

CM CD 

LO~ CO~ CD" CO~ 

t cd m 



CO_ CD_ CO CO 

CO CO co co" 

-H -H -H -H 

CO CO to CO 

o" cm" co" 

CM 



CO CM 

cm' CO~ CO _ 

i^- co ^— in 



co co_ co_ r»- 

CD~ CD" CD~ CD" 

-H -H -H -H 

CO CO CO 

CO" CM~ ^— ~ CM 



O CD CD CD 
CD" CD~ cd" cd" 
CD CD CD CD 



ro in TT TJ- 



+ CM 



> 



■f. 



o 

CL 

p + 
x o x 

o O < O 
O Q 2 Q 



CD 

E 

s. 

co 
CD 
O 

E 

•2 

E 



o 

CTJ 



CD 
*CO 

■8 

CD 



7a 



03 
CD 



"2 
+ 
X 

o 

Q 
o 

CD 

E 

CO 



3 



CD 

E 

CD 

co §" 

= CD 

CD r- 

ll 

co eg 
To w 
CD = 

Is 



Dott. Siefaao Panossicn 



Esempio 2 

Soluzione iniettabile contenente sia NAC che DOX 

Una soluzione di DOX viene preparata per aggiunta di acqua distillata ad una fiala 
contenente 10 mg di DOX. 

Una soluzione di NAC viene preparata sciogliendo 64 mg di NAC in una soluzione 
tampone fosfato a pH 7,4. 

La soluzione viene portata a neutralita con NaOH 0, IN. 

Le due soluzioni vengono aspirate in una siringa e miscelate, ottenendo una 
soluzione pronta per 1'uso. 
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